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摘要 :目的 评价 3 种 艰难 梭 菌 感染 (CDI) 检 测 方法 的 诊断 效能 ,为 CDI 寻 找 合适 的 诊断 方案 。 方 法 收集 中 国人 民 解 放 军 广州 
总 医院 2016 年 5 月 ~12 月 疑似 CDI 的 腹泻 患者 盖 便 标本 70 例 ,采用 3 种 方法 进行 检测 :(1) 培 养 法 ;(2) 酶 联 奖 光 法 检测 艰难 梭 菌 
毒素 A/B(CDAB) 和 谷 氨 酸 脱氧 酶 (GDH);(3) q-PCR 扩 增 艰难 梭 菌 特异 性 基因 tpi 和 毒素 基因 (tcd4/cdB)。 以 培养 法 的 检测 
结果 作为 参考 标准 ,计算 3 种 方法 的 诊断 指标 。 结果 收集 类 便 样本 70 例 ,分 离 艰难 梭 菌 13 例 (18.57%) ,其 中 产 毒 株 6 例 
(8.57%)。q-PCR 法 鉴定 好 基因 阳性 17 例 ,其 敏感 度 .特异 度 .阳性 预测 值 阴性 预测 值 ,诊断 符合 率 分 别 为 92.31%、91.23%、 
70.59% .98.11% .91.43% , 均 高 于 GDH 法 (84.62% 、84.21% 、55.00% .96.00% 、84.29% ) (X=24.881,P<0.001) ,上 且 q-PCR 扩 增 zcd4/ 
tcdB 的 敏感 度 (66.67%) 优 于 CDAB(33.33%)(X=35.918,P<0.001)。 结 论 CDAB 检 测 和 q-PCR 法 特异 性 较 高 ,GDH 法 具有 较 
好 的 灵敏 度 ,3 者 均 有 较 高 的 阴性 预测 值 。 与 其 他 检测 方法 相 比 ,q-PCR 法 检测 CDI 具 有 时 效 性 强 ,灵敏 度 高 ,特异 性 好 等 优势 ， 


适用 于 临床 推广 。 
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Abstract: Objective To evaluate the diagnostic efficacy of real-time polymerase chain reaction (q-PCR) for Clostridium difficile 
infection (CDI) in comparison with routine culture and enzyme-linked fluorescent spectroscopy-based aprroaches. Methods 
Stool samples were collected from suspected CDI cases in General Hospital of Guangzhou Military Command of PLA between 
May and December in 2016. All the samples were examined with 3 methods, namely enzyme-linked fluorescent spectroscopy 
for detecting Clostridium difficile toxin A/B (CDAB), detection of glutamate dehydrogenase (GDH), and q-PCR for amplification 
of Clostridium difficile-specific gene tpi and toxin gene (tcdA/tcdB), with the results of fecal culture as the reference for evaluating 
the diagnostic efficacy of the 3 methods. Results Of the total of 70 fecal samples, 13 (18.57%) were found to be positive for 
Clostridium difficile, including toxin-producing strains in 6 (8.57% ) samples. The sensitivity specificity, positive predictive value, 
negative predictive value and diagnostic coincidence rate of q-PCR for tpi were 92.31%, 91.23%, 70.59%, 98.11% and 91.43%, 
respectively, which were significantly higher than those of GDH test (84.62%, 84.21%, 55.00%, 96.00%, and 84.29%, respectively; 
X=24.881, P<0.001). The sensitivity of q-PCR for tcdA/cdB was significantly higher than that of enzyme-linked fluorescent 
spectroscopy for CDAB in detecting CDI (66.67% vs 33.33%; x=35.918, P<0.001). Conclusion Both CDAB detection and q-PCR 
have a high specificity in detecting CDL but GDH detection has a good sensitivity, and all these 3 methods have a high 
negative predictive value. Compared with other detection methods, amplification of tpi and tcdA/tcdB using q-PCR allows 
more rapid, sensitive and specific detection of CDI. 
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艰难 梭 落 (CD) 是 广泛 存在 于 自然 界 的 革 兰 阳性 专 
性 大 氧 芽 他 杆菌 "。 正 常情 况 下 CD 并 不 致 病 , 当 大 量 
使 用 抗菌 药物 或 人 体 免 疫 力 低下 时 , 栖 生 在 人 体 肠 道 或 
通过 装 - 口 途径 传播 的 CD 可 引起 轻 至 腹 海 . 重 至 中 毒性 
巨 结肠 结肠 穿孔 等 临床 症状 ,甚至 可 能 导致 死亡。 

近年 来 ,艰难 梭 菌 感染 的 准确 快速 诊断 成 为 临床 预 
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防 和 治疗 面临 的 问题 之 一 。2010 年 美国 医疗 保健 流行 
病 学 学 会 和 传染 病 学 会 推出 的 临床 实践 指南 推荐 艰难 
梭 菌 感染 (CDI) 的 实验 室 诊断 标准 为 : 烘 便 中 检 出 产 毒 
型 CD 或 其 毒素 ,或 组 织 病理 学 证 实 为 假 膜 性 肠炎 *。 
目前 用 于 诊断 CDI 的 实验 室 方法 有 培养 法 、 酶 免疫 法 及 
分 子 生物 学 方法 “。 我 国 仅 少 数 医 院 开展 CDI 检 测 , 方 
法 主要 为 毒素 A/B(CDAB) 的 酶 免疫 法 检测 中 。 但 
CDAB 敏感 性 较 低 , 无 法 满足 临床 准确 诊断 的 需求 。 
2001 年 国内 就 有 关于 普通 PCR 方 法 检测 CD 的 文献 报 


J 


201801.00604v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


J South Med Univ, 2017, 37(12): 1648-1653 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


* 1649，: 


道 , 阳 性 率 可 高 达 46.7%, 而 当时 的 培养 率 仅 为 19.2% 
(7/36)"。 随 着 技术 的 发 展 ,q-PCR 因 其 较 高 的 灵敏 度 和 
特异 性 ,已 经 开始 用 于 结核 分 枝 杆 菌 等 的 临床 检测 ， 
而 关于 艰难 梭 菌 感染 的 检测 尚未 普及 。 因 此 ,本 研究 旨 
在 以 产 毒 株 的 培养 为 诊断 标准 ,评价 CDAB 检 测 .GDH 
检测 以 及 q-PCR 检 测 艰难 梭 菌 特异 性 基因 tpi 以 及 毒素 
基因 (tcdq4/cdB)3 种 艰难 梭 菌 感染 检测 方法 的 诊断 效 
能 ,并 提出 灵敏 度 高 ,特异 度 强 ,快速 经 济 的 检测 方案 。 


1 资料 和 方法 
1.1 标本 来 源 

收集 中 国人 民 解 放 军 广州 总 医院 2016 年 5 月 ~12 
月 住院 期 间 单 日 发 生 大 于 或 等 于 3 次 水 样 便 , 临 床 诊断 
疑似 艰难 梭 菌 感染 的 住院 患者 类 便 标 本 70 例 ,采用 酶 
联 荧光 分 析 检 测 CDAB 和 GDH.q-PCR 法 检测 特异 性 
基因 tpi 和 毒素 相关 基因 ,以 产 毒 株 培养 作为 判断 艰难 
梭 菌 感染 的 金 标准 。 
1.2 试剂 与 仪器 

VIDAS CDAB/GDH 试 剂 盒 及 VIDAS 系列 荧光 免 
疫 分 析 仪 .艰难 梭 菌 显 色 培 养 基 ChromID、MALDI- 
TOF MS Vitek-MS (生物 梅里 埃 ); 凑 便 基因 组 DNA 提 


取 试 剂 盒 ( 天 根 生化 ); 大 氧 培养 系统 ( 尤 德 );PCR 扩 增 
仪 (BIO.RAD); 哥 伦比 亚 血 琼脂 平板 ( 环 凯 微 生物 ); 艰 
难 梭 菌 ATCC-BAA-2155(ATCC 菌 种 库 ) ,PCR 试剂 
(Takara)。 
1.3 类 便 培养 艰难 梭 菌 

适量 类 便 标本 与 无 水 乙醇 1:1 体 积 混合 , 静 置 1 h 
后 分 别 接种 哥伦比亚 血 平板 和 艰难 检 菌 显 色 平板 。 置 
于 大 氧 钢 中 填充 混合 气体 至 0.1% 含 氧 量 ,35 % 温 箱 中 
培养 48 h。 根 据 血 平板 以 及 显 色 平板 上 菌落 形态 分 离 
纯化 可 颖 菌落 ,并 进行 耐 氧 实验 筋 选 。 
1.4 培养 阳性 菌株 鉴定 

根据 革 兰 染色 镜 下 形态 以 及 特殊 马帮 性 气味 进行 
初步 簿 选 ; 利 用 基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 
(MADLI-TOF MS ) 对 筛选 出 的 可 疑 菌落 进行 菌 种 鉴 
定 , 并 采用 热 激 法 提取 细菌 DNA 扩 增 艰难 权 菌 特异 性 
片段 tpi 和 毒素 基因 (tcq4/cqB) 加 以 鉴定 。 PCR 扩 增 体 
系 如 下 :上 下 游 引物 各 1 pL(10 nmolL) ,模板 1 pL,5x 
PCR mix 10 LL, 去 离子 水 7 此。 反应 条 件 :94 C 预 变性 
30 s,94 CC 变性 30 s,55 CC 退火 30 s,72%C 延 伸 1 min,30 
个 循环 之 后 72 彻底 延伸 5 min。 所 用 引物 见 表 1。 


表 1 培养 阳性 菌株 PCR 艰难 梭 菌 pi、 毒 素 基 因 (icd4/tcdB) 所 用 引物 
Tab.1 Primers for PCR of tpi and toxin gene (tcdA/tcdB) in Clostridium difficile (CD) 


Gene Primer Base sequence 一 3' Product (bp) 
tpi 
tpi-F CCACCTACTAAAGCTCCATC 
pi-R GCAGGAAACTGGAAAATG 0 
tcdd 
tcdA-F AGATTCCTATATTTACATGACAATAT Positive 369 
tcdA-R GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT Neganyelld 
tcdB 
tcdB-F AATGGAAGGTGGCTCAGGTCATAC 
tcdB-R AAACCTGGTGTCCATCCTGTTTCC 


1.5 酶 免疫 法 检测 CDAB 和 GDH 

取 新 鲜 凑 便 标本 200 g, 分 别 加 入 CDAB 和 GDH 
标本 稀释 液 1 mL, 吹 打 混 匀 后 离心 取 300 HL 上 清 液 于 
相应 反应 试剂 条 ,上 机 测定 。 

CDAB 结果 检测 值 <0.13 为 阴性 ;0.13< 检 测 值 < 
0.37 为 灰 区 ,无 法 确诊 , 需 结合 患者 的 临床 表征 进行 判 
断 ;三 0.37 为 阳性 。GDH 结果 检测 值 <0.1 为 阴性 ,>0.1 
为 阳性 。 二 者 均 按 试剂 说 明 书 要 求 做 定 标 和 质 控 。 
1.6 q-PCR 法 检测 类 便 艰 难 梭 菌 和 毒素 基因 

取 180~220 mg 装 便 标本 ,参照 装 便 基因 组 DNA 提 


取 试 剂 盒 说 明 书 操作 步骤 ,提取 基因 组 DNA(g&DNA) 作 
为 模板 。 采 用 TaqMan 探 针 法 定性 三 重 qPCR 检测 
tpi、tcd4 和 tcdB 的 存在 。10 上 虹 反 应 体系 如 下 :2x 
Master Mix 5.0 HL, 上 下 游 引 物 (10 pmol) 各 0.3 HL, 模 
板 (1 nghEL)1.0 4L, 去 离子 水 3.4 此 。 反 应 条 件 :95 %C 
预 变性 5 min,95 %C 变 性 15 s,60 % 退 火 30 s,72 CC 延伸 
15 s,40 个 循环 后 95 % 15 s,60 C1 min,95 %C 15 s。 结 
果 判 定 标准 :(1)tpi 和 tc4qB 的 Ct=40, 为 产 毒 型 艰难 梭 菌 
阳性 ;(2)tpi<38,tcqdB 无 扩 增 ,为 不 产 毒 型 艰难 梭 菌 阳 
性 ;(3)tpi 的 38<Ct 值 <40,tcqB 无 扩 增 , 需 加 大 浓度 复 
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测 ;(4)tpi 和 tcqB 均 无 扩 增 ,内 标 正常 扩 增 ,为 艰难 梭 菌 


阴性 ;(5)tpi 和 tc4qB 均 无 扩 增 ,内 标 Ct 值 >36 或 No Ct， 


为 结果 无 效 。 所 用 引物 见 表 2。 


表 2 凑 便 q-PCR 艰难 梭 菌 如 毒素 基因 (cd4/cdB) 所 用 引物 
Tab.2 Primers for q-PCR of CD tpi and toxin gene (tcdA/tcdB) in stool specimens 


Gene Primer Base sequence 5™— 3' Product (bp) 
tpi 
tpi-qF1 GTCATTAGCATCTTCAGCAG 
tpi-qR1 TAGAACAAAGAGAAGCTGG 164 
tpi-prol TACCAGTTCCAATAGCCCAGAT 
tcdd 
tcd4-qF GCTTTCGCTTTAGGCAGTGT 
tcd4A-qR GAGTTTTCTGCGGTAGCTGA 206 
tcdA-pro CCAACACCTTAACCCAGCCATAGAG 
tcdB 
tcdB-qF GCACCTGCTAATACTGTAAATG 
tcdB-qR GTCTCAATTGTATATGTTTCTCC 113 
tcdB-pro TACGGACAAGCAGTTGAATATAGTGG 


1.7 统计 学 分 析 

实验 数据 用 SPSS 20.0 进行 数据 分 析 ,3 种 检测 方 
法 的 阳性 率 比较 采用 配对 卡 方 检验 ,以 P<0.05 认 为 差 
异 有 统计 学 意义 ,并 计算 灵敏 度 ,特异 度 .阳性 预测 值 和 
阴性 预测 值 。 


2 结果 
2.1 3 种 检测 方法 与 参考 标准 检测 结果 

本 实验 共 收 集 疑 似 艰难 梭 菌 感染 腹泻 凑 便 标本 70 
例 , 经 过 培养 法 分 离 获 得 13 株 艰难 梭 菌 ,其 中 6 例 携带 
毒素 基因 ,阴性 标本 57 例 ( 表 3); CDAB 检测 结果 6 例 
为 阳性 ,3 例 灰 区 ,61 例 为 阴性 ( 表 4);70 例 标本 中 20 例 
GDH 为 阳性 ,50 例 阴性 ( 表 3)。 根 据 殉 光 定量 PCR 检 
测 结果 ,tpi 基 因 阳 性 标本 共计 17 例 ( 表 3) ,其 中 毒素 基 
tcdA/tcdB 双阳 性 7 例 ( 表 4)。 


表 3 GDH 及 gq-PCR 检 测 tpi 与 培养 法 结果 的 比较 
Tab.3 Comparison of GDH and q-PCR detection for tpi with 
culture method 


GDH q-PCR (tpi) 
Culture method Total 
十 11 2 12 1 13 
9 48 5 人 2 57 


Total 20 50 17 53 70 


2.2 联合 检测 与 参考 标准 检测 结果 
q-PCR (tpi) 联 合 CDAB 与 GDH 联合 CDAB 分别 


表 4 CDAB,q-PCR 检 测 tcd4/tcqdB 与 产 毒 株 培 养 结果 的 比较 
Tab.4 Comparison of CDAB and q-PCR detection for tcdA/tcdB 
with culture of toxin-producing strains 


CDAB q-PCR (tcdA/tcdB) 
Culture of toxigenic Total Total 
Stralns 证 | 汪 本 
笠 2 4 6 4 2 6 
4 57 61 3 61 64 


Total 6 61l 67™ 了 63 70 


※: 3 cases of CDAB gray zone were not included. 


将 产 毒 株 培养 作为 检测 标准 进行 比较 ,至 少 一 种 方法 检 
测 为 阳性 认为 结果 判断 为 阳性 ( 表 5)。 


表 5 q-PCR 与 GDH 联 合 CDAB 检 测 结果 与 产 毒 株 培养 比较 
Tab.5 Comparison of q-PCR and detection of both GDH and 
CDAB with culture of the toxin-producing strains 


Culture of toxigenic qPCR+CDAB GDHTCDAB 
: Total 
Stralns 
十 5 1 5 1 6 
14 47 16 45 61 
Total 19 48 21 46 67™ 


※: 3 cases of CDAB gray zone were not included. 


2.3 各 个 实验 室 方法 单独 及 联合 检测 的 诊断 学 指标 

以 表 3~5 的 数据 计算 各 检测 方法 的 灵敏 度 ,特异 
度 , 阳 性 预测 值 ,阴性 预测 值 及 诊断 符合 率 , 各 诊断 指标 
最 优 并 有 统计 学 意义 的 加 粗 下 划 线 标注 ( 表 6、7)。 
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表 6 各 实验 室 方法 单独 及 联合 检测 的 诊断 学 指标 


Tab.6 Diagnostic efficacy of the laboratory methods alone and in combination 


Methods Sensitivity ”Specificity Positive predictive value ” Negative predictive value Diagnostic accordance rate 
CDAB 33.33% 93.44% 33.33% 93.44% 88.06% 
GDH 84.62% 84.21% 55.00% 96.00% 84.29% 
GDH+CDAB 83.33% 73.77% 23.81% 97.83% 74.63% 
q-PCR (tpi) 92.31% 91.23% 70.59% 98.11% 91.43% 
q-PCR (tcdA/tcdB) 66.67% 95.31% 57.14% 96.83% 92.86% 
q-PCR (tpi)}+CDAB 83.33% 77.05% 26.32% 97.92% 77.61% 
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表 7 q-PCR 与 GDH 和 CDAB 检 测 数 据 及 统计 学 分 析 


Tab.7 Statistical analysis of the results q-PCR ,GDH and CDAB detection 


GDH CDAB 

q-PCR (tpi) Total q-PCR (tcdA/tcdB) Total 
大 E + = 

十 13 4 .7 十 3 4 7 
- a 46 53 - 3 57 60 
Total 20 50 70 Total 6 61 67™ 
x 24.881 x 31.453 
2 <0.001 R <0.001 


※: 3 cases of CDAB gray zone were not included. 


2.4 凑 便 培养 产 毒 艰难 梭 菌 

2.4.1 粪便 培养 艰难 梭 菌 在 哥伦比亚 血 平板 上 面 呈 灰 
白色 ,边缘 不 规则 菌落 , 随 着 暴露 于 空气 中 的 时 间 增 加 ， 
菌落 颜色 变 得 更 灰 ,边缘 深 染 ( 图 1A)。 在 显 色 平板 上 ， 
艰难 梭 菌 为 黑色 有 光泽 菌落 ,边缘 不 整齐 (图 1B)。 

2.4.2 产 毒 株 鉴 定 艰难 梭 菌 特异 性 基因 tpi 能 辅助 质 
谱 确 证 分 离 的 菌株 为 艰难 梭 茵 ,tcq4/8B 是 艰难 梭 菌 的 毒 
素 编码 基因 ,提取 13 株 MALDI-TOF MS 鉴定 为 艰难 梭 
菌 的 DNA,PCR 扩 增 tpi 和 tcd4/tcadB( 图 2)。13 株 均 含 


-= A 


有 了 万; 基 因 , 确 为 艰难 权 菌 ,6 株 产 毒 株 中 有 5S 株 为 A'B- 


型 菌株 ,1 株 为 AB' 型 ,其 余 均 为 不 产 毒 菌 株 。 


3 讨论 


艰难 梭 菌 感染 (CDI) 被 认为 是 引起 抗生素 相关 性 


腹 海 的 主要 原因 。 尽 管 各 级 卫生 防疫 部 门 实行 了 一 系 
列 预防 感染 和 降低 细菌 传播 的 措施 ,但 艰难 梭 菌 的 感染 
率 仍 居 高 不 下 "。 目 前 CDI 的 准确 诊断 是 临床 预防 和 
治疗 所 面 对 的 问题 之 一 。 


图 1 艰难 梭 菌 在 血 平板 上 及 显 色 平板 上 的 菌落 形态 
Fig.l Colony morphology of CD on blood Plate (A) and chromogenic Plate (B). 


"了 652 ， 
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图 2 艰难 梭 菌 才 i 及 毒素 基因 (tc44/tcqB) 扩 增 电泳 图 
Fig.2 Amplification and electrophoresis of CD tpi and toxin gene (tcdA/tcdB). MI 
DL2000 DNA Marker N: Negative control, H;O; P: Positive control, Clostridium 


difficile strain ATCC-BAA-2155. 


为 此 ,本 研究 同时 采用 哥伦比亚 血 琼 脂 平 板 和 艰难 
梭 菌 显 色 平 板 进 行 艰难 梭 菌 的 分 离 培养 ,对 两 种 平板 上 
的 疑似 菌落 均 采用 MALDI-TOF MS 进行 准确 鉴定 作 
为 判断 其 他 方法 的 参考 标准 。 在 本 研究 收集 的 70 例 类 
便 标本 中 ,我 们 以 培养 法 鉴定 艰难 梭 菌 13 株 ,包括 6 株 
产 毒 株 和 7 株 非 产 毒 株 ,分 离 率 达到 18.57%。 参 考 国内 
同类 研究 ,2008 年 上 海 华山 医院 中 从 587 份 住院 病人 的 
妾 便 标本 中 检 出 56 份 艰难 梭 菌 阳性 的 标本 ,分离 率 为 
9.4%;2009 年 北京 的 程 颖 等 “从 112 份 腹 汽 标本 中 检测 
出 12 株 艰难 权 菌 ,阳性 率 为 10.7%;2013 年 广州 医学 院 29 
从 467 例 腹 汽 患者 凑 便 标本 中 分 离 到 艰难 梭 菌 29 例 , 阳 
性 检 出 率 6.2%; 本 课题 组 2014 年 至 2015 年 在 本 院 收 集 
成 人 腹泻 标本 675 份 ,培养 出 艰难 梭 菌 57 株 ,分 离 率 为 
8.44%""。 以 上 研究 仅 使 用 了 常规 血 平板 培养 法 ,而 本 
研究 在 联合 血 平 板 及 显 色 平板 后 ,以 及 MALDI-TOF 
MS 的 使 用 ,使 菌株 分 离 率 显著 提高 。 

目前 艰难 梭 苗 感染 检测 最 常见 的 方法 是 酶 联 迈 光 
分 析 检 测 细菌 毒素 CDAB。 本 研究 中 数 便 样本 的 
CDAB 检 出 率 为 8.57%(6/70) ,与 国内 同类 研究 的 毒素 
检 出 率 8.70%(8/92)"* 较 为 一 致 ,显著 低 于 国外 报道 的 
15.86%(88/555)""。 男 3 例 灰 区 标本 需 结合 临床 判断 
是 否 为 艰难 梭 菌 感 染 。6 例 阳性 标本 中 有 1 例 经 培养 未 
得 到 艰难 梭 菌 ,但 分 离 出 气 荚 膜 梭 菌 。 据 文献 报道 , 产 
气 蔷 膜 梭 菌 毒素 TpeL 的 氨基 酸 序列 与 艰难 权 菌 毒素 A 
(7zcd4) 和 B(7zdB) 具 有 30%~39% 的 同 源 性 ,上 且 艰 难 梭 
菌 和 产 气 荚 膜 梭 菌 在 肠 道 疾病 中 可 能 具有 协同 作用 ， 
因此 我 们 将 该 装 便 标本 采用 哥伦比亚 血 平板 和 艰难 梭 
菌 显 色 平 板 再 次 培养 ,依然 仅 获得 产 气 艾 膜 梭 菌 。 将 获 


得 的 产 气 荚 膜 梭 菌 菌 株 培 养 48 h 后 检测 细菌 CDAB , 测 
试 值 为 0.27, 判 断 为 灰 区 。 因 此 我 们 认为 产 气 莱 膜 梭 菌 
可 能 造成 CDAB 检 测 的 假 阳 性 结果 。 另 外 由 于 样本 的 
保存 与 运送 条 件 不 当 等 容易 造成 蛋白 降解 或 抗原 变异 ， 
也 可 能 造成 检 出 率 的 偏差 。 
与 此 同时 , 谷 氨 酸 脱氧 酶 是 艰难 梭 菌 表面 大 量 存在 
的 保守 抗原 ,其 稳定 性 和 灵敏 度 较 高 ,最 大 优势 在 于 有 
很 高 的 阴性 预测 值 , 通 过 Meta 分 析 发 现 ,GDH 检 测 的 
阴性 预测 值 在 94.6%~100%P2。 本 实验 中 GDH 检 测 灵 
人 敏 度 和 特异 度 分 别 为 84.62% 和 84.21% ,阴性 预测 值 
96.00% ,与 现 有 研究 较为 一 致 汪 2 。 
最 后 ,本 实验 采用 q-PCR 方 法 同步 扩 增 艰难 梭 菌 
寺 异 性 基因 tpi、 毒素 基因 tcd4d 和 tcdB, 其 中 必 阳 性 标本 
17 例 ,毒素 基因 阳性 7 例 , 产 毒 型 艰难 梭 菌 阳性 率 为 
10%。 本 实验 中 扩 增 特异 性 基因 tpi 和 毒素 基因 tcq4/ 
tcdB 与 标准 方法 比较 一 致 性 分 别 达 到 91.43% 和 
92.86% ,tpi 检测 的 阴性 预测 值 (98.11% ) 高 于 GDH 
(96.00%) 检 测 , 扩 增 毒 素 基 因 tcd4/tcaB 的 诊断 价值 显 
著 优 于 CDAB。 上 海 交 通 大 学 医学 院 附属 瑞金 医院 
2014 年 报道 采用 Xpert Clostridium difficile 检测 试剂 
盒 检测 艰难 梭 菌 毒素 基因 cdB, 与 培养 法 相 比 较 敏 感 
性 ,特异 性 、 阳 性 预测 值 和 阴性 预测 值 分 别 为 87.2%、 
92.2% .81.0% 和 94.9% , 与 该 研究 相 比 ,二 者 在 特异 度 
上 差异 并 不 大 ,q-PCR 的 高 特异 性 得 以 论证 。 我 们 同时 
扩 增 毒素 基因 tcq4 和 tcqdB, 可 以 用 于 得 查 临 床 少见 但 
不 能 忽略 的 AB' 型 菌株 "。 艰 难 梭 菌 特 异性 基因 tpi 也 
有 助 于 筛选 携带 非 产 毒 艰难 梭 菌 的 标本 ,进行 分 离 培养 
后 可 用 于 后 续 的 科学 研究 。Etienne-Mesmin 等 “在 人 研 
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究 小 鼠 艰 难 梭 菌 定 殖 与 发 病 时 发 现 q-PCR 检测 到 的 数 
便 中 毒素 基因 水 平 与 细胞 毒性 实验 检测 到 的 凑 便 毒素 
水 平 是 相关 的 。 综 合 二 者 ,开展 q-PCR 方 法 检测 艰难 梭 
菌 特异 性 基因 tpi、 毒 素 基 因 可 满足 临床 快速 准确 诊 由 
的 需要 。 在 本 研究 中 ,q-PCR 方 法 仍然 具有 一 定 的 假 阳 
性 出 现 ,我 们 将 进一步 加 大 样本 量 进行 验证 ,以 及 寻求 
寺 异 性 更 高 的 引物 序列 方案 。 

我 们 还 通过 回顾 性 查阅 病例 发 现 : 所 有 艰难 梭 菌 培 
养 阳 性 患者 住院 期 间 均 长 期 使 用 质子 泵 抑制 剂 联合 亚 
胺 培 南 和 替 加 环 素 等 抗生素 。 大 量 研 究 也 证 实 CDI 发 
病 与 患者 年 龄 (=65 岁 )、 住院 时 间 、 炎 性 反应 肠 病 ,使 用 
免疫 抑制 剂 . 质 子 泵 抑制 剂 及 广 谱 抗 生 素 等 多 种 危险 因 
素 密切 相关 *“”。 因此 对 具备 以 上 诱发 CDI 因 素 的 患 
者 应 加 强 对 CDI 的 览 测 。 对 于 疑似 CDI 患 者 ,可 利用 gq- 
PCR 法 进行 初 秘 。 在 满足 临床 快速 诊断 的 前 提 下 ,可 
结合 艰难 梭 菌 显 色 平 板 的 菌 培 养 进行 确诊 。 

总 之 ,与 其 他 检测 方法 相 比 ,q-PCR 检测 六 
中 的 艰难 梭 菌 具 有 时 效 性 强 、 灵 敏 度 高 特异 
点 ,适用 于 临床 推广 。 


姜 便 标本 
性 好 等 优 
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